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Ꮫ ఩ ࡢ ✀ 㢮 ༤ኈ㸦་Ꮫ㸧
Ꮫ ఩ グ ␒ ྕ ⏥➨㸲㸵㸶ྕ
Ꮫ఩ᤵ୚ᖺ᭶᪥ ᖹᡂ㸯㸴ᖺ 㸱᭶㸯㸴᪥
Ꮫ఩ᤵ୚ࡢせ௳ Ꮫ఩つ๎➨㸲᮲➨㸯㡯ヱᙜ
Ꮫ ఩ ㄽ ᩥ 㢟 ┠ ᚰ➽ᆺ ATP ឤཷᛶ K㸩 ࢳࣕࢿࣝࡣࣘࣅ࢟ࢳࣥ/ࣉࣟࢸ
࢔ࢯ࣮࣒⣔࡟ࡼࡾᶵ⬟ⓗࢳࣕࢿࣝ ⺮ⓑ㔞ࡀつᐃࡉࢀࡿ
Ꮫ఩ㄽᩥᑂᰝጤဨ ୺ᰝ 㔜 ᨻ ༓ ⛅     
๪ᰝ ᒣ ⏣ ୍ ኵ  Ἑ ྜ ᗣ ᫂  
Ꮫ ఩ ㄽ ᩥ ࡢ ෆ ᐜ ࡢ せ ᪨
ᚰ➽⣽⬊ࡢ ATPឤཷᛶ K+ ࢳࣕࢿࣝ㸦KATP㸧ࡣෆྥࡁᩚὶᛶ Kࢳࣕࢿࣝࣇ࢓࣑࣮ࣜ࡟ᒓࡍࡿ BIR
㸦Kir6.2㸧࡜ࢫࣝࣇ࢛ࢽࣝᒀ⣲ཷᐜయ㸦SUR2A㸧ࡢ 2 ✀㢮ࡢࢧࣈࣘࢽࢵࢺ࠿ࡽ࡞ࡿ」ྜయ࡛࠶ࡾࠊ
KATPࡣᚰ➽⣽⬊ࡢ࡯࠿࡟⮅ ș ⣽⬊ࠊᖹ⁥➽⣽⬊ࠊ㦵᱁➽ࠊ⚄⤒⣽⬊࡞࡝࡟Ꮡᅾࡋ࡚࠸ࡿࡇ࡜ࡀ▱ࡽ
ࢀ࡚࠸ࡿࠋ᭱㏆ࡢ◊✲࡛ࡣࠊK+ࢳࣕࢿࣝ࡟࠾࠸࡚ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑࢆᏳᐃ໬ࡉࡏࡿ࡜ࠊ⺮ⓑ㔞ࡀቑຍࡍࡿ
⤖ᯝࠊ⣽⬊⭷࡛ࡢ࢖࢜ࣥࢳࣕࢿࣝάᛶࡀୖ᪼ࡍࡿࡇ࡜ࡀሗ࿌ࡉࢀࠊ᪂ࡋ࠸࢖࢜ࣥࢳࣕࢿࣝάᛶ໬ᶵᵓ
࡜ࡋ࡚ὀ┠ࡉࢀ࡚࠸ࡿࠋ⺮ⓑࡢ㔞ࡣ㌿෗ཬࡧ⩻ヂ࡟ࡼࡿྜᡂ࡜ࣜࢯࢰ࣮࣒࠾ࡼࡧࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒࡟ࡼ
ࡿศゎ࡟ࡼࡾつᐃࡉࢀ࡚࠸ࡿࠋࡋ࠿ࡋࠊ࢖࢜ࣥࢳࣕࢿࣝࢆྵࡵࡓ⭷⺮ⓑࡀࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡉࢀࡓᚋ࡟࡝
ࡢࡼ࠺࡞⣔࡛ศゎࡉࢀࠊࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒⣔ࡀዴఱ࡟㛵୚ࡋ࡚࠸ࡿ࠿ࡣ୙࡛᫂࠶ࡿࠋࡑࡇ࡛௒ᅇࠊKir6.2 
ࢳࣕࢿࣝࡢศゎ⤒㊰࡜ࣘࣅ࢟ࢳࣥ/ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒⣔ࡢ㜼ᐖ࡟ࡼࡿ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑᏳᐃ໬ࡢࢳࣕ
ࢿࣝάᛶ࡟୚࠼ࡿຠᯝࢆ᳨ウࡋࡓࠋ
᪉ ἲ
 ࣛࢵࢺ-Kir6.2࡟ Flagࡢ epitope-tagࢆ௜ࡅࡓ cDNAࢆ┿᰾⣽⬊Ⓨ⌧࣋ࢡࢱ࣮࡟⤌ࡳ㎸ࡳࠊCOS7
⣽⬊࡟㑇ఏᏊᑟධࡋⓎ⌧ࡉࡏ(Flag-Kir6.2)ࠊ ࣃࣝࢫ-ࢳ࢙࢖ࢫἲ࡟ࡼࡿࢱࣥࣃࢡ㉁ศゎ㏿ᗘࡢ ᐃࠊ
ච␿ỿ㝆ἲ࡟ࡼࡿࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ Flag-Kir6.2 ࡢ᳨ฟࠊ࢚࢘ࢫࢱࣥࣈࣟࢵࢺἲ࡟ࡼࡿ Flag-Kir6.2 ⺮ⓑ
ࡢ᳨ฟࠊ࣮࣍ࣝࢭࣝࣃࢵࢳࢡࣛࣥࣉἲ࡟ࡼࡿ KATP ࢳࣕࢿࣝᶵ⬟ࡢ ᐃࠊ࠾ࡼࡧච␿⺯ගᢠయᰁⰍ࡟
ࡼࡿ Flag-Kir6.2ࡢ⣽⬊㉁㛫㍺㏦ࢆࡑࢀࡒࢀࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒㜼ᐖ⸆࡛࠶ࡿMG132ࠊ࠾ࡼࡧ Ib⩌ᢠ୙
ᩚ⬦⸆࡛࠶ࡿ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࡢᢞ୚๓ᚋ࡛ẚ㍑᳨ウࡋࡓࠋ࡞࠾ࠊ࣮࣍ࣝࢭࣝࣃࢵࢳࢡࣛࣥࣉἲ࡟ࡼࡿ
KATPࢳࣕࢿࣝᶵ⬟ࡢ ᐃࡣࣛࢵࢺ neonatal ᚰ➽⣽⬊࡟ࡼࡿ᳨ウࡶྜࢃࡏ࡚⾜ࡗࡓࠋࡲࡓࠊྛ✀ᢠ୙
ᩚ⬦⸆࡟࠾ࡅࡿ 20Sࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒㜼ᐖస⏝࡟ࡘ࠸࡚ࡢ᳨ウࡶ⾜ࡗࡓࠋ

⤖ ᯝ
 ࣃࣝࢫ-ࢳ࢙࢖ࢫἲ࡟ࡼࡿ Flag-Kir6.2 ࡢ༙ῶᮇࡣ 1.89 ᫬㛫࡛࠶ࡾࠊࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒㜼ᐖ๣࡛࠶ࡿ
MG132 ࡢ๓ฎ⨨ୗ࡛ࡣ༙ῶᮇࡀ 1.68 ಸᘏ㛗ࡋࡓࠋ୍᪉ࠊࣜࢯࢯ࣮࣒/࢚ࣥࢻࢯ࣮࣒㜼ᐖ⸆࡛࠶ࡿࢡ
ࣟࣟ࢟ࣥࡢ๓ฎ⨨࡛ࡣࡑࡢ༙ῶᮇ࡟ᕪࢆㄆࡵ࡞࠿ࡗࡓࠋ
ච␿ỿ㝆ἲ࡟ࡼࡾࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡋࡓ Flag-Kir6.2ࡣ≉᭷ࡢࢫ࣓࢔ࢆㄆࡵࠊࡉࡽ࡟ MG132ࢆ๓ฎ⨨
ࡍࡿࡇ࡜࡟ࡼࡾࢫ࣓࢔ࡢቑᙉࡀㄆࡵࡽࢀࡓࠋ
࢚࢘ࢫࢱࣥࣈࣟࢵࢺἲ࡛ࡣ 40kDaࡢ Flag-Kir6.2ࢳࣕࢿࣝࣂࣥࢻࡀㄆࡵࡽࢀࠊMG132๓ฎ⨨ୗ࡛
ࣂࣥࢻࡢቑᙉࡀㄆࡵࡽࢀࡓࠋ
ච␿ᰁⰍἲ࡟ࡼࡿ᳨ウ࡛ࡣ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝࡣ࢚ࣥࢻࢯ࣮࣒࡟ࡣ↓ࡃࠊᑠ⬊య࡜ࢦࣝࢪయ࡟Ꮡᅾࡍ
ࡿࡇ࡜ࡀ᫂ࡽ࠿࡜࡞ࡾࠊࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒㜼ᐖ⸆࡛࠶ࡿMG132ࡢ๓ฎ⨨࡟ࡼࡾ Kir6.2ࢳࣕࢿࣝࡢᒁᅾ
ࡣࢦࣝࢪయ࡜ᑠ⬊యࡢ࠸ࡎࢀ࡟࠾࠸࡚ࡶቑຍࡋࡓࠋ
ࣃࢵࢳࢡࣛࣥࣉἲ࡟ࡼࡿ KATP㟁ὶࡣ cos7⣽⬊ࠊneonatalᚰ➽⣽⬊ࡢ࠸ࡎࢀ࡟࠾࠸࡚ࡶMG132๓
ฎ⨨࡟ࡼࡾቑຍࡋ࡚࠸ࡓࠋ
20S ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒㜼ᐖస⏝࡟ࡘ࠸࡚ࡢ᳨ウ࡛ࡣࠊMG132 ࡣࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒ࢆ᏶඲࡟ᢚไࡋࠊࡑ
ࡢ IC50ࡣ 4.1㹬M࡛࠶ࡗࡓࠋ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥ࡟࠾࠸࡚ࡶࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒άᛶࡣ࡯ࡰᢚไࡉࢀࠊ࢔ࣉࣜࣥ
ࢪࣥࡢ᭱኱ຠᯝࡣ 10ȣM௨ୖࡢ⃰ᗘ࡛ᚓࡽࢀࠊMG132ࡢ᭱኱ຠᯝࡢ 50 %⛬ᗘ࡛࠶ࡗࡓࠋ࢔ࣉࣜࣥ
ࢪࣥࡢ IC50ࡣ 4.0ȣM࡛࠶ࡗࡓࠋ
࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࢆ⏝࠸ࡓࣃࣝࢫ-ࢳ࢙࢖ࢫἲࠊච␿ỿ㝆ἲࠊ࢚࢘ࢫࢱࣥࣈࣟࢵࢺἲࠊ࣮࣍ࣝࢭࣝࣃࢵࢳ
ࢡࣛࣥࣉἲࠊච␿⺯ගᢠయᰁⰍࡢᐇ㦂࠸ࡎࢀ࡟࠾࠸࡚ࡶMG132๓ฎ⨨ୗ࡛ࡢᐇ㦂࡜࡯ࡰྠᵝ࡞⤖ᯝ
ࡀᚓࡽࢀࡓࠋ
⪃ ᐹ
ᮏ◊✲࠿ࡽࡣࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒ࢆ㜼ᐖࡍࡿ࡜ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑࡢศゎࡀᢚไࡉࢀࠊ⺮ⓑࡀᏳᐃ໬
ࡋࠊ⤖ᯝⓗ࡟ṇᖖ࡞ᶵ⬟ࢆࡶࡗࡓ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝࡀ⣽⬊⭷࡛ቑຍࡍࡿࡇ࡜࡛ࠊࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑᏳᐃ໬
ࢆ௓ࡋ࡚ࡢ KATPάᛶቑຍస⏝ࡣᚰ➽ಖㆤⓗ࡟ാࡃ࡜⪃࠼ࡽࢀࡿࠋ༶ࡕࠊᚰ➽⣽⬊ࡢ KATPࡣάᛶ໬ࡉ
ࢀࡿࡇ࡜࡟ࡼࡾࠊάື㟁఩ࢆ▷⦰ࡋᚰ➽ࡢ཰⦰ຊࢆᙅࡵᚰ➽ಖㆤ࡟ᙺ❧ࡘ࡜⪃࠼ࡽࢀ࡚࠸ࡿࠋඛ⾜ࡍ
ࡿ୍㐣ᛶࡢ⹫⾑ࡀ࠶ࡿ࡜ࠊḟ࡟㉳ࡇࡗࡓᚰ➽⹫⾑࡟ࡼࡿ㞀ᐖࡀ㍍ῶࡉࢀࡿ࡜࠸࠺⌧㇟ࡣ ischemic 
preconditioning࡜࿧ࡤࢀ࡚࠸ࡿࡀࠊࡇࡢ preconditioning⌧㇟࡟ࡣ⣽⬊⭷࡛ࡢ KATPࡢ㛵୚ࡀ㔜せ࡛
࠶ࡿࡇ࡜ࡀࢃ࠿ࡗ࡚࠸ࡿ᭱ࠋ ㏆ Kir6.2ࡢ knockout mouse࡛ࡣ preconditioning⌧㇟ࡀᾘኻࡍࡿࡓࡵ
࡟ wild type࡟ẚ㍑ࡋ࡚ᚰ➽㞀ᐖࡀቑ኱ࡍࡿࡇ࡜ࡀሗ࿌ࡉࢀ࡚࠸ࡿࡇ࡜࠿ࡽࡶࠊKir6.2ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑ
ࡢቑຍ࡟ࡼࡿ⣽⬊⭷࡛ࡢ KATP άᛶቑຍࡣᚰ➽ಖㆤⓗ࡟ാࡃࡇ࡜ࡀ᫂ࡽ࠿࡛࠶ࡿࠋᮏ◊✲࡛ぢฟࡉࢀ
ࡓࣘࣅ࢟ࢳࣥ/ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒⣔ࡢᢚไ࡟ࡼࡿ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑᏳᐃ໬࡜ KATP άᛶቑຍస⏝ࡣ
preconditioningࢆ௓ࡋ࡚ᚰ➽ಖㆤ࡟ᐤ୚ࡍࡿࡇ࡜ࡀ♧၀ࡉࢀࡓࠋ
௒ᅇ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࡀ⮫ᗋ⃰ᗘ࡛ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒ࢆ㜼ᐖࡍࡿࡇ࡜࡟ࡼࡾ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑࢆᏳᐃ
໬ࡉࡏᶵ⬟ⓗ KATPࢆቑຍࡉࡏࡿࡇ࡜ࡀุ᫂ࡋࡓࠋࡇࡢ᪂つ࡟᫂ࡽ࠿࡜࡞ࡗࡓ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࡢ KATPά
ᛶቑຍస⏝ࡣࠊ⹫⾑෌℺ὶ᫬࡟ᢠ୙ᩚ⬦⸆࡛࠶ࡿ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࡀᚰ➽ಖㆤⓗ࡟ാࡃ࡜࠸࠺ሗ࿌ࢆ⿬௜
ࡅࠊ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࡢ Kir6.2⺮ⓑᏳᐃ໬స⏝ࡀ preconditioning࡜࠸࠺ほⅬ࠿ࡽ⮫ᗋⓗព⩏ࡀ࠶ࡿ࡜⪃
࠼ࡽࢀࡓࠋ
⤖ ㄽ
 Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝࡣ㏿ࡸ࠿࡟ࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡉࢀࠊࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒࡟ࡼࡾศゎࡉࢀࡿ short-lived 
protein࡛࠶ࡾࠊࡑࡢศゎ࡟ࡣࣜࢯࢯ࣮࣒/࢚ࣥࢻࢯ࣮࣒⣔ࡢ㛵୚ࡣᑡ࡞࠿ࡗࡓࠋ ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒ࢆ㜼
ᐖࡍࡿ࡜ Kir6.2ࢳࣕࢿࣝࡢ༙ῶᮇࡀᘏ㛗ࡋࠊ⤖ᯝ࡜ࡋ࡚ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑࡀቑຍࡋࡓࠋᢠ୙ᩚ⬦⸆࡛࠶ࡿ
࢔ࣉࣜࣥࢪࣥ࡟ࡶࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒㜼ᐖస⏝ࡀ࠶ࡿࡇ࡜ࡀ᫂ࡽ࠿࡟࡞ࡗࡓࠋ
ㄽ ᩥ ᑂ ᰝ ࡢ ⤖ ᯝ ࡢ せ ᪨
 ᚰ➽ࡢ KATPࡣ⹫⾑෌℺ὶ᫬ࡢ ischemic preconditioning ࡟㝿ࡋ࡚ᚰ➽ಖㆤ࡟ാࡃࡇ࡜ࡀ▱ࡽࢀ࡚
࠸ࡿࠋᮏ◊✲ࡣ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝࡢศゎ⤒㊰࡜⣽⬊ෆ㍺㏦⤒㊰࡟ࡘ࠸࡚ࠊࡉࡽ࡟ Kir6.2ཬࡧ SUR2A
ࡢඹⓎ⌧⣔ཬࡧ primary culture ᚰ➽ࢆ⏝࠸࡚ࠊࣘࣅ࢟ࢳࣥ/ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒⣔ࡢ㜼ᐖ࡟ࡼࡿ Kir6.2
ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑᏳᐃ໬ࡀࠊKATP άᛶ࡟୚࠼ࡿຠᯝࢆ᳨ウࡋࡓࡶࡢ࡛࠶ࡿࠋࡑࡢ⤖ᯝࠊKir6.2 ࢳࣕࢿࣝ
ࡣࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡉࢀࡓᚋࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒⣔࡟ࡼࡾᛴ㏿࡟ศゎࡉࢀࠊࡇࡢ㐣⛬࡟࠾࠸࡚ࡣࣜࢯࢯ࣮࣒/
࢚ࣥࢻࢯ࣮࣒⣔ࡢ㛵୚ࡣ࡯࡜ࢇ࡝࡞࠸ࡇ࡜ࢆ᫂ࡽ࠿࡟ࡋࡓࠋࡉࡽ࡟ࠊࣘࣅ࢟ࢳࣥ/ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒⣔ࢆ
㜼ᐖࡍࡿࡇ࡜࡟ࡼࡾ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝ⺮ⓑࡣᑠ⬊య࠿ࡽࢦࣝࢪయࢆ⤒࡚⣽⬊⭷࡬࡜㍺㏦ࡉࢀࡿ㔞ࡀቑ
ຍࡋࠊᶵ⬟ⓗ KATP άᛶቑຍࢆࡶࡓࡽࡍࡇ࡜ࢆ♧ࡋࡓࠋࡲࡓࠊIb⩌ᢠ୙ᩚ⬦⸆࡛࠶ࡿ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࡀ
20S ࣉࣟࢸ࢔ࢯ࣮࣒㜼ᐖస⏝ࢆ㏻ࡋ࡚ Kir6.2 ࢳࣕࢿࣝࢆᏳᐃ໬ࡉࡏࠊKATPάᛶࢆቑᙉࡉࡏࡿࡇ࡜ࡶ
᫂ࡽ࠿࡟ࡋࡓࠋᮏㄽᩥࡢෆᐜࡣࠊ௒ᚋᢠ୙ᩚ⬦⸆࡛࠶ࡿ࢔ࣉࣜࣥࢪࣥࡀ᪂ࡓ࡟ᚰ➽ಖㆤࡢほⅬ࠿ࡽ⮫
ᗋᛂ⏝ྍ⬟࡛࠶ࡿࡇ࡜ࢆᙉࡃ♧၀ࡋࠊᚠ⎔ჾ⑓Ꮫࡢୖ࡛᫂ࡽ࠿࡟Ꮫ⾡ࡢỈ‽ࢆ㧗ࡵࡓࡶࡢ࡜ㄆࡵࡽࢀ
ࡿࠋ
